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J© Resistenzgen gegen Phosphinothricin und seine Verwendung. 



Sfr^ erhaif m*n g*?^ DSM 4112 gegen Phosphinothricyl-alanyl-alanin 

LT Se,ektanten * Aus der Gesamt-DNA dieser Selektanten erhtt durch 

^ o? nie r 8,065 4 '° kb 9r ° 0en Fra 9™* ^d Selektion auf PTT-Resistenz das DNA- 
^Sln ,k h P Q hos P h ' noth " cin (^C)-Resistenzgen tragt Dieses ist zur Herstellung PTC-resfstenter 

^PTC geeignet ^enz-Marker sowie zur se.ektiven N-Acetylierung der L-Form von racemischem 
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Kesistenzgen gegen Phosphinothricin und seine Verwendung 

PTcT s t S ^ n -T iC f ( ^ T , C ' ^^^y'P^phinobuttersaure) ist ein Glutaminsynthetase-lnhibitor 
PTC .st em Baustem" des Antibiotikums Phosphinothricyl-alanyl-alanin Dieses Trioeotid m i£ 

^^^^^^r^r r auch 9e9en den ^ZSssss^^. 

^ DStA^JrZlT 1 V °" ^ St3mm Streptom ^ s v.rtdnJLn^T. £« (DSM 

Aus der Deutschen Patentschrift 2 717 440 ist es bekannt dafl PTC ai-s Tnteihorw,^ . - - 

veroffentlichten PCT-Anmeldung WO 86/02097 sind P1\J™ LsZi»*~ n h Tota ' herb,2,d w,rkt ,n der 
darauf zuruckzufuhren ist. da/sie *«J&£SJ^^ Z° 
spielsweise infolge einer Genamplifikation. bergen jedoch 2 ^oS^^uS^^SS^SZ 

X^XRESX Se.ek.ona^PTT.esisten, Die R^^^jSE 
Durch Klonieren von Teilbereichen dieses 4 kb-Fragmentes wurde di« I flno h«o r>~< ^ • ^ ^ 

Die Sequenzierung nach Maxam und Gilbert des 0,8 kb-Fragments eraibt die nwA <!~,..~,, • /a u v 

SSST* ! SO " ten d3h6r eine " Mecha "*™s besteen. der sie ^oT deling ^s Pt7 

S£rSTp^^ d ! S Pr ° dUZierten PTT vertlindert oder^in^ ildV^on Ves 

ADDauproduktes PTC ermoghcht. Uberraschenderweise ist der PTT-Produzent S. viridochromooenes D<?M 
4112 aber gegen sein eigenes Antibiotikum sensitiv. Unerwarteterweise aelana es S^SrSS * 
PTT-Resistenz mit der Gberraschend hohen Rate von etwa ^TiJ&VSi^^^^ - 

Aus der DNA d.eser Selektanten wurde eine Genbank angelegt. indem die DNA isoliert mit BamHi 
gespatten und in einen Streptomycetenvektor ligiert wurde. De^Uga^Zge^ ^Tln L^ 

s^TtTs^ 1 I "" 9rha,ten WUrden - Um ° r den Transformanten S 

^er^eicb .it der ^—rte eines nich, : naher charakterisierten Resistenzgens aus S. 

V^ftentLun gsnummer 0 173 327 ^ Rgur 7) eTgt dafdTeTn/ ^ ™ e,dun 9 mrt * 
bekannten G«n w.m^m.h... ,L 9 ,/> * e,gt : ° aB das erfindungsgemafle Resistenzgen von dem 

bekannten Gen versch,eden ,st, welches auf der Suche nach den PTT-Biosynthesegenen gefunden wurde. 
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Durch Inkubation von Zellextrakten von S. yjridochrornogenes DSM 4112 und S t„ ~ 

einerseits und der PTT-resistenten S. viridochr omoaenes -sJ?^* 1 1 7." "l ^l-P^S. TK 23 
iyidans-Transformante andererseits mlt PTC und Acetv^ nrwTl u f P ,asm 'dtragenden S. I 
ielzlgTnannten Ze,,en sine acetylierende *i * 

; Acetylierung an der Aminogruppe erfolgt. <«°grapniscne Befunde zeigen. daii die 

Da auch in I- £2l! eine PTT-Resistenz festgestellt werden konnte und der Resist™™^ 
somit auch in Gramnegattven Bakterien funktioniert. kann eine " He^na ^ s.stenzmechan.smus 
sportphanomenen ausgeschlossen werden. Das erfindungsgemafle ResSln^f „ ^ V ° n Tran * # 

plung an pf.anz.iche Promotoren mit geeigneten Vektoren ?n R™£n franstnX ^" ^ ® 

» resistentePflanzenhergeste.lt werden eworen in Pflanzen transformiert und es konnen so PTC- | 

Die N-Acetylierung von PTC kann auch zur Racemattrennung von synthetischem DLPTr n« — 
werden, da selektiv nur die L-Form acetyliert wird, synmenscnem D.L-PTC genutzt 

Die Erfindung betrifft somit auch die Verwendung des Resistenzaens zur «5«i«i*.\,o„ m a ,• 
L-Form von racemischem PTC. "esistenzgens zur selektiven N-Acetyl.erung der 

Die von dem erfindungsgemaflen Resistenzgen kodierte PTCAcetyltransferase kann ai« n « a ^ 
werden. racemisches PTC. wie es beispielsweise nach der MmciS^S!SZ ^717 4^ l^rT* 
in die optischen Antiooden zu trennen. indem das Racemat J I ^? ° h ,St 

ausgesetzt wird. wobei seiektiv die L-Form angegriffen "SfXZK T^^^SS^^ 
so emaltene Gemisch kann dann aufgrund seiner unterschiedlichen EigenschaftenTn a TtZn I I * 
Weise aufgetrennt werden. cgenscnanen in an sich bekannter 

Es ist bekannt, N-Acyl-D.L-Aminosauren mit gegebenenfalls tragerfixierten Acvlasen in Knn^ 
bnngen. wobei selektiv die L-Aminosaure freigesetzt wird die aus dem R«m^ ? 1 T 2U 
Aminosaure nach Ansauern mit nicht wassermischbaran . '«imii f J? 1 Gem,sch m,t der N-Acyl-D- 
Patentschrift 1 369 462). Eine e^l^^™ ^CoT^ 8t ^. te k " n - <BriM-Che 
Deutsche* , Offenlegungsschrift 2 939 269 Oder der US-Patentschnft^ 226 941 bekln. -P-'—se aus der 

Das erfmdungsgemafl zurCickbleibende D-PCT kann in hfi^nntor w~ ~ 
sche Patentanmeldung mit der Veroffentiichungsnummer (E^-aT 137 371 SSSSt T?T (EUr ° P *- 
Prozefl zurUckgefGhrt werden. ' 371 • Be «P ,el 8 ). ""d dann in den 

Die Isolierung des Enzyms. worunter hier und im folgenden auch immer der on™,,^ 
verstanden werden so... ist mogiich. aber nicht erforderlTch. Fall TZ Enzym UsoNert Srd klne^l 9 " 
oder tragerfixierter Form eingesetzt werden Geeianeta TrS nar .inJL ? . ' kann es ,n I™ 9 ' 

beschrieben. Zweckmaflig wi?d ^STe^TE! isoSrt Sd^S£'Tr , h 2 ^ ^ ° 141 223 
Ze.len ein, die das erfindungsgemafle Eh^T SSiSSS?' S^SIL « !»»«*»0»-PT€>n W tai» I |. 
Selektante von S. vindochromooenes DSM 41^2 eingese^den JoZZ^™* 9 PTT - reslste " te 
demerfindungsgemaflen Gen ^transformierte Zelle ^ Te^sS S S^^^^ 
Acetyltransferase zu exprimieren. Das erfindunqsaemSe Gerf wnS k- u er ^ ,St ' die PT<> 
verstanden werden. kann hierbei in, p. JmidSeX ^rmln dl^' * kth * Tei,e 

anderen GbHchen gentechnischen M^deTb^^ 

weise der Einbau in ein E coli-Exnra<:«inn«r>i a «»~iw TV ' 'ansTewion. Zweckmaflig ist beispiels- 

rr _ _ 9 ande „ (2 . B . ^xsr^rrrr 

Die erfindungsgemafle enzymatische Acetylieruno von L-PTC Prfnint ; n ^ 
zungen ublichen Weise. wobei sich die VerfXenTLL,? ^ 9 dW fUr enz y ma t«sche Umset- 

Organismus onentieren Grundsith kon^^^^^^ des ^"gesetzten 

men se.ektiven EntacyHerungsverfahren in B^acht ,Qr dte VOrStehend 9 enan - 

In den folgenden Beispielen wird die Erfindung naher erlMutert Teiia ,mH * 
sich auf das Gewicht. sofern keine anderen Angabeii igeatZnlTton. P ^tangaben beziehen 

Beispiel 1: PTT-resistente Selektanten 

M«lS^^&^S ! ?^^i 1,^ .^ ^ Minima, " Medi - (Hopwood et a,.. Gene* I 
S. ^33) angezogen ^u °d P^T^^Tk^I^ ^ ^t**™' En *™> < 19K N 

ug/m, wurde pro etwa 1* Kolonie ^^^^3^ ^ ^ KO ° 2entra4to " ™ ,W | 
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Beispiel 2. Herstellung des Vektors 
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Das Plasmid pSVH1 (Europaische Patentschrift 0 070 522) wird mit Bniii n«,h •« * 
gro/Je Fragment isoliert und mit dem 1 1 kb Bcll-Fraoman tLTl ™! 9eschnitten, das etwa 7.1 kb 
i Patentanme.dung mit der VerSffentHchungsnJ^ I M58 2uVLJ J' 0 ^ 0 ^ 5 ^ 2 (Europaische 
Plasmid pEB2 (Rgur 2). 9 U 158 201 > ,, 9 ,ert - Ma " ©'halt das 8,15 kb grofle 

Beispiel 3: Isolierung des Resistenzgens 

Ugationsgemisch wird nach S. liyidans TK 23 (ortSwiSi hT^T . h . Verem,9t "' 9iert - Das 

wobe, je 1 ug Ligationsgemisch SOOObTs lO^tSSSSL^ mrt elm IT* F ° Undation > ^sformiert. 
werden. Selektion auf PTT-Resistenz ergibt 2 resitinte S ^ ,v^TnlH ^ V °" etwa 1 " « W> erhatten 
nommene P,asmid isoliert und mit Bam,?, gescSen mS, SSfJ^JXl t~° *" aU,9 °- 
fur d,e Resistenz veWmtwortliche Ge7T£igt Dieses Plasmid^rW^^V f221 H, - Fra 9 m ent. welches das 

Durch Retransformation in S lividans TK S kZT^Lw ^ Be»chnung P PR| (Rgur 3). 
diert is, da die Tra^ormanten au^^^ ^Z^F" 

Beispiel 4: Nachweis der Inaktivierung von PTC durch N-Acetylierung 

sucht- S. 3S^^ ^ WUrden ger- 

und S. liv idans TK 23 fnPRii " " v '" docnrom °qenes (PTT-resistente Mutante), S. lividans TK23 

Nach der Ernte wird 1 mg Myce, in efneS g^gneSn P^er^B ^IJ^ *rT™~ t^"** 

- A— £ ~ ^me^Xs^dei 

gemessen. Dabei ergibt sich folgendes Ergebnis: vorna ^en PTC-Mengen werden durch HPLC 



Stamm nicht umaesetztes ptp 

^ eingesetztes PTC 
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Da/3 es sich urn eine N-Acetylierung des PTC handelt, kann durch Vergleich mit Referenzsuh^n. 
der Dunnsch,chtchromatographie nachgewiesen werden (keine Anfarbung durch NinhSSr^^^ " 
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DNA-Sequenz I 



AroArgSlnProHiXSr^^^ 

""Sr^^^^^ OC A r QeiyAlaflroHisPro 

C6CC6TCCCT66AA6C6GT66CC6™tcm^ 




«ni61y61nPh.Ar B Hl,SlyPh.61yTyr61uAlaP^^ 



C6CTTTCGCA6AACACC6AAJB6AAGACCACAC6™ 

GCGAAAGC6TCTT6T66CTTCCTTCT6GT6TGCA^TCGG^ 300 
A^ ys AlaSerCy S Ar g LeuP^^^ 

6C6TCT6A66C6TCCTCACCTMCT6CT6M™^ * S » 
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DNA-Sequenz I (Fortsetzung ) 



61yArgAp B ArgArgHi 3 ArgLeuArgArgpVoLe^^ 
ASGGCGTCGTCGCCGGCATCGCCTACGCCGGCCCC?^^ 

TCCCGCAGCAGCG6CCGTAGCGGATGCSGCCGGGGACCTTCCGGGCGTTGCGGA^ 52 
ProArgArgArgArgCysArgArgArgArgGlyArgSarProGlyCy^A^ 

ProTh r Th r AlaPro M *tAlaAr, AlaProGlyGlnPHeAlaArgLe^a^^^^ 
Ar B Cy.ThrS.rProThrGlyThrSar6IyS.r^^ 

CGGTGTACGTCTCCCACCGGCACCAGCGGCTCGGACTGGGCTCCACCCTC^ SerProTr, 
GCCACATGCAGAGGGTGGCCGTGGTCGCCGAGCCTB^CCG^^ G ™ 

HisUalAspGlyValProUalLeuProGluSerGlnAlaGlyGlvGluSllfif u fef l ^ erlhrTr ^ 
" ^vLeuAlaGluLeuAlaSi^pLy^ 

^ r O Aa P p h«61uLeuPro«laProProAroProValAroProWaiThr61nI 1« 

* ThrSerSerC y»ArgProArgProAlaProSerSlyProSerHi ,Ar„s. 
^" C ! ACTTCeA6 CT6CC66CCCCGCCCC6CCCC6TCC66?CW?CACA^ fia? 
TCGCGCTGAAGCTCGACGGCCGGGGCGGGGCGGSGCAGGCCGG^ 887 

AlaValGluLeuGlnArgGlyArgGlyAlaGlyAspProGIyAspCvsLeuA^ 
«rgSerLy sS erSer61yAlaGly 6 lyArgGlyThrAr D 6!ySa y Cy:n:° 
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DNA-Sequenz II 

1 A6ATCTG6AGCGACGTCCTG6G66CCGGTCC66TGCT6CCCGGGGACGACTTCTTCTCCC 
TCTAGACCTC6CTGCAGGACCCCC6GCCAGGCCAC6ACGGGCCCCTGCTGAAGAA6A666 

.. 1 B6LII XHOII, 2 DPNI SAU3A . 5 GSUI , 12 AATII ACYI, 13 MAE 1 1 
SMAI, 40 NCII. 52 MBOII. 59 MNLI, 



51 



TCGGCGGCACCTCCATCTC6GCGTT6CGGGT6GTCTCGCGCATCC6CAAGGAACTCG6C6 
AGCC6CCGT6GAG6TA6A6CCGCAACGCCCACCAGAGCGCGTAG6CGTTCCTTGAGCCGC 

" 66 H6ICI . 70 MNLI. 97 FNUDII. 100 SFANI , 101 FOKI . 

1 2 1 T6CCACTCCG6CTCGCC6TGATCTTC6AGACGCCGTCCCT5GAAGCGGTGGCCGAATCC6 
ACG6T6A6GCCGAGCG6CACTAGAAGCTCT6CGGCAG6GACCTTCGCCACCGGCTTAGGC 

* * * 

122 B6LI, 140 DPNI SAU3A , 142 MBOII. 149 ACYI HGAI TTH1 1 1 1 
158 APYI ECORII. 169 CFRI GDIII . 174 HINFI. 180 RSAI . 

1 8 1 TACTCC6CGAACTGAA6GGGACGTA6TAAAGAG6T6CCCGCCACCCGCTTTCGCA6AACA 
ATGAG6CGCTT6ACTTCCCCTGCATCATTTCTCCACGG6CGGT66GCGAAA6CGTCTT6T 



241 



185 FNUDII. 201 MAE I I , 211 MNLI. 213 HGICI . 214 SDUI . 

CC6AAGGAA6ACCACAC6T6AGCCCAGAACGACGCCCGGTCGAGATCCGTCCC6CCACC6 
G6CTTCCTTCTG6T6T6CACTCG66TCTT6CTGC66GCCA6CTCTAG6CA6G6C6GT6GC 

30 * **** * * » 

247 MBOII. 254 AFLIII . 255 PMACI . 256 MAEII . 260 HGIJII SDUI 
. 271 ACYI HGAI. 275 NCII. 283 XHOII, 284 BINI DPNI SAU3A . 

301 CCGCC6ACAT66C66CG6TCT6C6ACATCGTCAATCACTACATC6A6AC6A6CACGSTCA 
35 66C66CT6TACC6CCGCCAGACGCT6TAGCAGTTA6TGATGTA6CTCT6CTC5TGCCAGT 

303 BGLI. 308 NLAIII. 324 TTH1 111. 350 H6IAI SDUI. 357 HINCI 

I 't 

<o 36 1 ACTTCCGTACGGAGCCGCAGACTCCGCAGGAGT6GATC6ACGACCTG6AGC6CCTCCA66 

TGAAGGCATGCCTCGGC6TCT6AGGC6TCCTCACCTA6CT6CT6GACCTC6CGGAG6TCC 

367 RSAI. 380 HINFI. 394 BINI . 395 DPNI SAU3A. 404 APYI ECOR 
II, 405 GSUI. 409 HAEII. 413 MNLI. 414 GSUI. 416 APYI ECORII 
45 . 419 AUAII. 

42 1 ACCGCTACCCCT66CTC6TC6CC6A6GT66AG66C6TCGTCGCC66CATCGCCTAC6CCG 
TG6CGAT66G6ACCGAGCA6C6GCTCCACCTCCCGCA6CAGC6GCCGTA6CGGAT6C6GC 

" ** ***** * * 

so 430 APYJ ECORII. 444 MNLI. 450 MNLI. 453 ACYI, 454 HGAI 452 

NAEI , 466 SFANI , 477 NAEI . ' °* 

481 GCCCCTGGAAGGCCC6CAACGCCTACGACT6GACCGTCGAGTC6AC66T6TAC6TCTCCC 

CGGGGACCTTCC6GGC6TT6CGGAT6CTGACCTGGCAGCTCAGCT6CCACAT6CAGAGG6 
ss - - ~ - . . 

484 APYI ECORII. 511 AVAII . 519 HINFI, 521 ACCI HINCII SALI 
530 RSAI. 532 MAEII. * 
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DNA-Sequenz II ( Fortsetz ung ) 



54 1 ACCSSCACCAGCS6CTCG6ACTSG6CTCCACCCTCTACACCCACCT6CT6AA6TCCf 
TGGCCGTGGTCGCCGAGCCTGACCCGAGGTGGGASATGTGGGTGGACGACTTCAGGTf 

544 HSICI. 549 NSPBII. 563 H6IJII SDUI , 572 MNLI 578 TAQII 
583 BSPtll , . 595 NCOI STYI . 596 NLAIII ,600 MNLI , ' ' 

601 ?^P"J^ CTTCAASASCGT6eT CSCCGTCATC8GACT6CCCAACGACCCGAGCGTGC 
TCCGGGTCCC6AAGTTCTCGCACCAGCGGCAGTAGCCTGACGGGTTSCTGGGCTCGCACG 

605 APYI ECORII. 650 AVAI . 

66 1 6CeTGCAC6A66C6CTCG6ATACACCGCGCGCGGGAC6CT6CGGGCAGCCGGCTACAAGC 
CG6ACGTGCTCCGCGAGCCTATGTGGCGCGCGCCCTGCGACGCCCGTCGGCCGATGTTC6 

669 MNLI, 671 HAEII. 686 FNUDII. 687 BSSHII 588 FNUDI T ;a B 
FNUDII. 695 H6AI. 698 BBVI . 705 BBUI . 708 mil, 71 B TTH.m? 
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AC66GGGCTGGCACGACGT6GGGTTCTGGCAGCGCGACTTCGAGCTGCCG6C( 
TGCCCCCGACCGTGCT6CACCCCAAGACCSTCfir:KrTCAAcrTrcA^eco^r-/ 



78 1 GCCCCGTCC6GCCCGTCACACAGATCT 
CGGGGCAGGCCG6GCAGTGTGTCTAGA 



35 



795 MAEIII. 802 B6LII XHOII, 803 DPNI SAU3A. 



AnsprUche 
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PhJnh-^S ,Ste " Z ? 6n , ^ e9Gn ^ s P hin °thricin (PTC), erhaltlich aus der Gesamt-DNA von auf 
Phosph.aothncyl-alanyl-alanm (PTT>Resistenz selektiertem Streptomyces viridochromooenes DSM 4112 
durch Schne.den m,t Ba^HI. Klonieren eines 4.0 kb groflen F ragments und Selektion aufPTT-R esistenz. 

2. Gen nach Anspruch 1. gekennzeichnet durch die Restriktionskarte gemafl Rgur 1 

3. Gen nach Anspruch 1 und 2. gekennzeichnet durch die DNA-Sequenz I (Anhang), Position 258-806. 

4. Verwendung des Gens nach Anspruch 1 bis 3 zur Herstellung PTC-resistenter Pflanzen. 

5. Verwendung-des Gens nach Anspruch 1 bis 3 als PTT-Resistenz-Marker in Bakterien. 

6. Verwendung des Gens nach Anspruch 1 bis 3 als PTC-Resistenzmarker in PHanzeruellen. 

*> schem PTC 6 A " SPrUCh 1 3 ™ se,ektiven N-Acetylierung der L-Form von racemi- 

Patentanspruche fiir die folgenden Vertragsstaaten: Osterreich und Spanien 

„-» 1 ^ rfahren zur fewinnung eines Resistenzgens gegen Phosphinothricin (PTC), dadurch gekennzeich- 
StL^m™ a T QesamtiD NA; von auf Phos0hmbthricyl-a.ahyl-alanin (PTT)-Resistenz selektiertem 
S»? P 1 J y ' ndOChrom °fl enes 4112 durcn Schneiden mit BamHI ein 4.0 kb grofles Fragment 

.sohert. dieses ganz Oder ein das Resistenzgen enthaltendes Teilfra"g^ent davon kloniert und auf PTT- 

Resistenz selektiert. 
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2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch aekenn^i^ho^ m n 

BamHI-Fragments ge.egene, 0.8 kb grofle ^.iJSSSJSS.^ *" lnnerha,b des 4 "° kb *°*n 

3. Verwendung des nach Anspruch 1 oder 2 erhaltlirh«n 

Pflanzen. ernaitlichen Gens zur Herstellung PTC-resistenter 

4. Verwendung des nach Anspruch 1 oder 2 erhalflirh«n r^„o 0 -r-r „ • 
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